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Abstract: Proteins in the cell are routinely exposed to various conditions that promote unfolding and irreversible 
aggregation.  Chaperonins act to prevent protein denaturation and aggregation by sequestering aggregation-prone 
protein molecules and encouraging recovery.  Chaperonin function is supported by various static and dynamic 
characteristics of its unique structure.  This article summarizes some of our results regarding the structural 
characteristics that support the function of the Escherichia coli chaperonin GroE.   
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1．はじめに 
 
タンパク質が生物の中で様々な生理的機能を果たす際，
正しい立体構造が形成されている（フォールディングさ
れている）ことが機能発現に不可欠である。環境要因に
よりこのタンパク質の構造が変化，もしくは失われる（変
性する）とそのタンパク質の機能も失われ，大規模なタ
ンパク質の変性は細胞の生存そのものを脅かす。生物に
はこのようなタンパク質の大規模変性を防ぎ，細胞を守
ることを専門とする分子シャペロンという一群のタンパ
ク質が存在する [1]。 
分子シャペロンは，細胞がストレスにさらされた際に
タンパク質の構造の保護，タンパク質の増産，そして逆
にタンパク質の分解促進など，タンパク質に関連するあ
らゆる経路のコントロールに関与する。分子シャペロン
の中でもシャペロニンと呼ばれるタンパク質は，変性し，
会合して沈殿を形成する恐れのあるタンパク質を直接認
識し一時的に溶媒から隔離することで構造の再形成を促
す。従って，シャペロニンの作用は細胞内におけるタン
パク質の構造形成とその維持というシステムを理解する
上で大変重要な位置を占める [2]。 
 
２．大腸菌シャペロニンGroE 
 
大腸菌のシャペロニンタンパク質 GroE は代表的なシ
ャペロニンタンパク質として国内外で熱心に研究されて
いる。GroELは大小2種類のタンパク質分子により構成
され，分子量約57，000のGroELタンパク質が14分子，
分子量約 10，000 のGroES タンパク質が 7 分子会合し，
合計21量体の複合体を形成する [3]（図1）。複合体にお
いてGroELは7員環のリング状構造を形成し，このリン
グが背中合わせに会合する形で 14 量体を構成する。
GroESは7員環リング構造として複合体に結合する。 
 
図 1．GroEの立体構造 [3]。GroELはドメインを示す３
色（赤，緑，青）で表示され，GroESはシアンで表示さ
れている。本稿のタンパク質立体構造模式図は
MOLMOLで作成した [4]。 
GroEL7 
GroEL7 
GroES7 
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図1に示したGroEL14量体の上下両端には変性タンパ
ク質や GroES を結合する部位が１カ所ずつ存在する。
GroELはアデノシン5’−三リン酸（ATP）を結合し，こ
れを加水分解する活性をもっているが，興味深いことに，
ATPを結合していないGroELは変性タンパク質と，ATP
を結合した GroEL は GroES と優先的に結合する性質を
示す [5]。 
 
図 2．GroES サブユニットのドメイン構造 [3]。赤；頂
上ドメイン，緑；中間ドメイン，青；赤道ドメイン。左
側の構造がATPを結合していないGroELの構造で，ATP
の結合に伴い，サブユニットの構造は右の構造へと変化
する。 
 
ATPの結合に応じて変性タンパク質とGroESに対する
親和性を切り替える GroEL のサブユニット構造は 3 個
の「ドメイン」と呼ばれる構造単位により構成される（図
2）。赤道ドメイン（図2，青）はGroELの7員環リング
同士が会合する部位であり，14 量体構造の中央（赤道）
に位置する（図 1 参照）。ATP の結合・加水分解部位も
赤道ドメイン内に存在する。GroELの頂上ドメイン（図
2，赤）は GroEL14 量体の両端にある変性タンパク質・
GroES結合部位を形成しており，ATPの結合状態に応じ
て変性タンパク質やGroESとの結合を切り替える働きを
直接担当している。この2個のドメインの間に挟まれる
形で中間ドメイン（図 2，緑）が存在し，赤道ドメイン
と頂上ドメインの間で情報を伝達する役割を担っている
[6]。 
GroEが変性タンパク質を認識し，GroESとともに自身
の構造内部に取り込むまでの反応過程を図3に示した。
疎水性の高い部位を露出させた変性タンパク質が近づく
とGroELはその疎水部位を頂上ドメインで認識し，結合
する。次に，変性タンパク質を結合した側の GroEL7 員
環に ATP が結合すると GroEL は大規模な構造変化を起
こし，GroESと結合する構造へと変化する。このとき，
先に結合していた変性タンパク質は GroEL のリング中
央部に誘導され，この上にかぶさるようにGroESが結合
してカプセル状の GroEL・タンパク質・GroES３者複合
体を形成する。 
 
図 3．GroEの反応メカニズムを示す模式図 [2]。この図
ではGroELが変性タンパク質と結合し，GroESとともに
カプセル状の複合体に隔離して約１０秒間，構造再形成
を促すまでの反応過程を示す。 
 
この複合体はGroELがATPをADPに加水分解するま
で安定であり（１０秒程度），その後 GroEL のもう一方
のリングに変性タンパク質や ATP が結合することで
GroESが解離し，そして閉じ込められたタンパク質が溶
媒へ放出される。GroEはこのように変性タンパク質の結
合と隔離を２つの部屋で交互に繰り返し，エンジンのよ
うな振る舞いを分子レベルで見せる。 
我々は，大腸菌内におけるタンパク質の構造と機能維
持に大きく関与する GroE の機能メカニズムをより詳細
に理解することがタンパク質のフォールディング反応全
般に対する理解につながると考え，様々な実験法を活用
して GroE を解析し続けている。中でも，GroEL のユニ
ークな機能とそのサブユニットの構造との関係を明らか
にするために，GroELの様々な変異体を用いて分子メカ
ニズムの解析を続けてきた。 
 
３．GroELサブユニットのドメイン間連携と機能：赤道
ドメイン・中央ドメイン間ヒンジの役割 
 
GroELサブユニットは3個の明確なドメインにより構
成されているが，それぞれのドメインは蝶番（ヒンジ）
と呼ばれる細い部位で連結されており，GroEの結晶構造
解析によると GroEL は ATP の結合と加水分解に応じて
ヒンジを支点にドメインの配置を変化させている。 
GroE の機能発現には GroEL が変性タンパク質や
GroESとのやりとりをダイナミックに変化させる必要が
あることが推定されたので，我々は特にドメインを連結
ATP 
ATP 
~10 s 
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か，実験を試みた。 
ヒンジ2の内部にはグリシン残基が3個含まれており
（Gly374, Gly375, Gly192），この部位はきわめて自由度が
高いことが推察された。この3カ所のアミノ酸残基をそ
れぞれトリプトファン残基に置換した。Gly374→Trp 変
異とGly375→Trp変異については野生型と全く同じ性質 
 
 
図 7．Gly192 の位置（図中黄色）。GroELの構造はATP
を結合した状態を表す。 
 
 
図 8．ヒンジ2部位に導入されたGroELを用いたタンパ
ク質のフォールディング反応（文献 [8]より）。実験には
牛由来ローダニーズを使用し，ローダニーズが完全変性
状態から活性を回復する度合いを百分率で示した。反応
中に添加した GroE 変異体の種類を横軸に示す。なお，
WTは野生型GroELを添加した反応，SpontはGroEを含
まない自発的な回復反応の結果。図5のTIMの場合とは
異なり，ローダニーズは単独で完全変性状態から回復す
る能力に乏しく，GroEの補助を必要とするタンパク質で
ある。 
 
を示す変異体が得られたが，Gly192をトリプトファンに
置換した場合，タンパク質のフォールディングを補助す
る能力が大幅に低下した変異体が得られた [8]（図8）。 
より詳細な実験を行った結果，GroEL G192W変異体は
ATPが結合していない状態でもGroESと大変強く結合す
る性質を示すことが判明した。GroEL G192W変異体はヒ
ンジ2にトリプトファン残基を導入した結果ATP結合時
の構造にサブユニットが「ロック」された構造をとるよ
うになった [8]（図9）。 
 
 
図 9．GroEL G192W変異体の電子顕微鏡写真（拡大図；
文献 [8]より）。図中 A~J は ATP を含まない GroEL 
G192W サンプルの電子顕微鏡写真より分子を上から眺
めたイメージをサンプリングしたもの，K~Oは同じ写真
より分子を横から眺めたイメージをサンプリングしたも
のである。ATPが添加されていないにもかかわらずK~O
のイメージでは GroES を結合する構造に近い GroEL の
形状が確認できる（図1参照）。 
 
GroELサブユニットの2箇所のヒンジにそれぞれ立体
障害を導入するこれらの2種類の研究を通して，GroEの
機能発現にはサブユニット全体の動的な振る舞い，特に
ヒンジを中心としたドメインオリエンテーションの変化
がきわめて重要であることが明らかとなった。それと同
時に，この２カ所のヒンジ部位は GroE の機能メカニズ
ムにおいて異なる役割を持つこと：すなわちヒンジ2は
変性タンパク質やGroESとの結合に対応する頂上ドメイ
ンの構造を切り替えるために重要で，ヒンジ1はより基
盤的な GroEL サブユニットの構造変化と GroEL サブユ
ニット間の連携に重要であることが明らかとなった。 
 
５．変性タンパク質を閉じ込める空間内部の環境とGroE
の機能 
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表 1．GroELのC末端アミノ酸配列領域とC末端アミノ酸残基削除変異体（文献 [9]より） 
EL-WT …TTECMVTDLPKNDAADLGAAGGMGGMGGMGGMM −548 
EL-dC541 …TTECMVTDLPKNDAADLGAAGGMGGM −541 
EL-dC531 …TTECMVTDLPKNDAAD −531 
EL-dC525 …TTECMVTDLP −525 
EL-NE  …TTECMVTDLPGGGAAGLGAAGGMGGMGGMGGMM －548 
EL-HB …TTECMVTDLPIGIAAILGAAGGMGGMGGMGGMM －548 
EL-SC …TTECMVTDLPNKADDALGAAGGMGGMGGMGGMM －548 
EL-SH …TTECMVTDLPRQEGGELGAAGGMGGMGGMGGMM －548 
 
前述のように，GroEL・GroES が形成するカプセルに
閉じ込められたタンパク質分子は，GroELがATPをADP
に加水分解するまでのおよそ１０秒間，溶媒から隔離さ
れた状態で構造の回復を試みる（図3，右端）。変性タン
パク質を閉じ込める GroE カプセルの内側にはグルタミ
ン酸やアスパラギン酸残基が数多く存在し，GroEカプセ
ルの内側はかなり親水性の高い環境であると推定されて
いる。以前の研究において，この親水環境をより疎水的
性質に変化させる変異や，GroEカプセル内の容積（空間
内体積）を減尐させる変異を導入すると GroE の機能が
損なわれる実験結果が報告されている [10]。我々もまた，
GroEカプセルの内部に面したGroELの特定部位に対し，
その役割を同定するために変異を導入し，その効果を調
べた。 
 
図 10．GroEの内部構造（断面図）[9]。図1の構造を輪
切りにし，内部の構造を可視化した。赤色の円で示した
部位にGroELのC末端領域が含まれている。 
 
GroEL ポリペプチド鎖の C 末端部位は GroEL サブユ
ニット内では赤道ドメインの内部に相当し，更にC末端
部分はGroELの立体構造においてカプセルの「底」の部
分に相当する（図 10，赤丸）。この部位のアミノ酸配列
は「GGM」という3アミノ酸残基の配列が４回繰り返し
て連結している大変興味深い特徴がある（表1）。X結晶
構造解析においてはGroELのこのC末端配列領域の構造
を確認することができず，変性タンパク質を閉じ込める
カプセルの形成にこの部位がどのように役立つのかを実
験的に確認する必要を感じた。そこで，我々はこの特徴
的なアミノ酸配列を段階的に削除し，アミノ酸の削除が
GroELの働きに及ぼす影響を調べることでこの興味深い
配列領域の具体的な役割を調べることにした。 
遺伝子操作によりGroELのC末端アミノ酸配列を削除
していき，特徴的な「GGM」配列をもたない GroEL の
変異体をまず3種類（EL-dC541，EL-dC531，EL-dC525）
作成した（表 1）。この変異体の働きを調べたところ，
「GGM」配列の尐し上流に存在する別の配列，
「KNDAAD」という配列部分を削除すると GroEL の機
能が急激に損なわれることが明らかとなった（図11） [9]。 
この配列領域は負電荷をもつアスパラギン酸（D）が2
個，正電荷をもつリジン残基（K）が 1 個含まれ，非常
に親水的性質の強い配列領域であった。この配列領域を
電荷の数がゼロの配列「GGGAAG」（EL-NE変異体）や
疎水性の強い配列「IGIAAI」（EL-HB 変異体）に置換し
た変異体は大腸菌の生育を支えることができなかった
（表1および図12，左）。しかし「KNDAAD」配列を並
べ替えた変異体（EL-SC変異体；NKADDA）や，同数 
GroEL7 
GroEL7 
GroES7 
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図 11．C-末端アミノ酸を順に削除した GroEL 変異体の
フォールディング補助能力評価（文献 [9]より）。4 種類
のタンパク質のフォールディング反応を用いて GroEL
と各変異体が活性の回復を補助するか，評価した。図中
「100％」とは野生型 GroEL 存在下のフォールディング
反応の活性回復率を指す。各酵素について，「Spontaneous」
の値より大きいサンプルほど GroEL は積極的にフォー
ルディングを補助していると判断できる。 
 
 
 
  
 
の電荷をもつアミノ酸配列に置換した変異体（EL-SH変
異体；RQEGGE）は大腸菌の生育を支えることができた
（図12，右） [9]。図11，図12の実験結果より，GroEL
の C 末端アミノ酸配列領域「KNDAAD」は，その静電
的性質ゆえにシャペロニンの機能に重要であると考えら
れた。分子底部に電荷をもつアミノ酸残基を配置するこ
とで，カプセルの底面と変性タンパク質との不要な相互
作用が防がれ，タンパク質が構造を回復するための微視
的環境が整うと思われる。 
 
6．最後に 
 
シャペロニンは原核・真核を問わずほとんどの生物に
おいて普遍的に存在し，細胞の生育に必要な重要な働き
を担うタンパク質である。その構造はきわめて複雑で，
GroEL・GroES・ATP が緻密に連携しながら多段階の反
応メカニズムを実行し，変性したタンパク質のフォール
ディングを補助する。GroEL や GroES の複雑な構造に
様々な変異を導入し，その変異の効果を機能的に評価す
る実験手法は GroE の反応機構に関する様々な興味深い
側面を明らかにすることに貢献してきた。今後は，GroE
の構造と機能との間に示唆されている様々な関係を更に
解明するため，GroEの研究を積極的に行う。 
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